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- Abstract -
Background: Studies for the regulation of fatty acid metabolism are deficient relatively in
skeletal muscle and heart. The investigations in pathological conditions for malonyl-CoA
decarboxylase (MCD) and for the relation of MCD and PPAR-α․-γ agonists are insufficient
in particular.
Methods: In the current study, fully differentiated H9c2 muscle cells were exposed to
pathological conditions such as hyperlipidemic (0.1 mM Palmitate) and hyperglycemic
(16.5 mM Glucose) condition with 5 uM PPAR-γ agonist (rosiglitazone) and 10 uM PPAR-α
agonist (WY14,643) and then experiments such as MCD activity assay, MCD real-time
RT-PCR, MCD reporter gene assay, MCD Western blotting, PPAR-α Western blotting, and
palmitate oxidation test were carried out.
Results: Only PPAR-α agonist increased MCD activity. In the result of real-time RT-PCR, both
PPAR-α and PPAR-γ agonists elevated MCD mRNA expression in hyperlipidemic condition.
MCD protein expression was decreased in hyperlipidemic condition, however, increased in
rosiglitazone, or WY14,643 treated conditions. Rosiglitazone, and WY14,643 treated groups
showed incresed MCD protein expression in hyperglycemic condition.
Hyperlipidemic control group and PPAR-α․-γ agonists treated groups presented about 3.8
times more increased palmitate oxidation level than normolipidemic control group in
hyperlipidemic condition.
PPAR-α agonist treated group showed 49% more increased palmitate oxidation rate than
hyperlipidemic control group in primary cultured rat skeletal muscle cells. The amount of
palmitate oxidation from differentiated H9c2 muscle cells that had overexpressed PPAR-α
structural genes was more increased than control group.
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Conclusion: This study suggests that PPAR-α agonist ameliorates the defects induced by
hyperlipidemic condition through the regulation of MCD.
In summary, a closely reciprocal relation among PPAR-α agonist, MCD, and fatty acid
oxidation existed distinctly in hyperlipidemic condition, but not in hyperglycemic condition.
(J Kor Diabetes Assoc 30:324~335, 2006)
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서 론
인슐린은 포도당의 자극을 받아 췌장 β세포에서 분비되
어 근육, 간장, 지방조직 같은 주 표적 장기에 작용하여
glucose uptake의증대, 지방산 합성의 증대, glycogen 합성
의 증대와 같은 작용을 하는 호르몬이다. 제2형 당뇨병에서
인슐린은 간과 근육조직에서 본래의 기능을 나타내지 못하
는 즉 인슐린 저항성이 발생하게 되고 췌장은 이와 같은 비
정상 상태를 정상화하기 위해 더 많은 양의 인슐린을 분비
하게 되며 결국 췌장에서 추가로 분비할 수 있는 인슐린 양
이 그 한계를 초과하게 되면 혈당이 높아지는 당뇨병이 유
발되고 당뇨병은 고지혈증, 비만 같은 다른 대사적 이상 증
상들을 수반한다.
Malonyl-CoA는 간장1,2) 골격근3-5), 그리고 심장6-8) 내 지
방산산화 조절에핵심적인 역할을 하는대사물질로서지방
산 산화 과정 중 rate-limiting 단계를 촉매 하는 효소인
carnitine palmitoyltransferaseⅠ (CPTⅠ)을 억제함으로써
결국지방산산화를떨어뜨리는조절작용을한다1). malonyl
-CoA 농도는 이를 합성하는 acetyl-CoA carboxylase에 의
해 조절되는데 간장과 근육에서 malonyl-CoA 농도의 증감
은 acetyl-CoA carboxylase 활성 변화와 밀접하게 상호 관
련되어 있다9). Malonyl-CoA를 분해함으로써 malonyl
-CoA의 농도를 조절할 것으로 생각되는 malonyl-CoA
decarboxylase (MCD)와 malonyl-CoA 농도와의 상관관계
에 대해서는 아직 명확하게 밝혀져 있지 않다. 지방산은 세
포내에서많은필수적인기능들-생체내에서에너지를생산
하는 fuel의 기능, 세포내 신호 전달의 매개체로서작용, 생
체막의 필수적인 구성 성분, PPAR-α 같은 nuclear
transcription factors의 ligands로서 작용을 하므로 세포 내
지방산과 지방산 유도체들의 농도는 엄격하게 조절되지만
세포 내 지방산과 지질들의증가는 인슐린 저항성10,11), 췌장
기능장애12,13), cardiotoxicity14) 등과 같은 여러 질병들과 관
련이 있다15).
지방 및포도당대사에관련된 많은 유전자조절에핵 수
용체인 PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor)
들이 관여하는데16) rosiglitazone 등의 PPAR-γ agonist들은
골격근, 지방 조직, 간장 등의 표적 장기에 insulin
-dependent glucose uptake를 촉진시키는 insulin sensitizer
로서 작용하며 지방 세포들을 더 작고 더 많은 수의 인슐린
에민감한 세포들로 분화시키는기능도 한다. 또한 GLUT 4
의 발현과 세포 표면으로의 이동을 증대시켜 결과적으로 인
슐린에 반응하여 포도당 이용을 증가시킨다17-20).
WY14,643은 PPAR-α activator로서 mitochondria와
peroxisome에서 지방산의 β산화를 담당하는 효소들의 유전
자 전사를 촉진시킴으로써지방산 산화를 증대하여 결국 강
력한 hypolipidemic 효과를 나타낸다21).
최근 MCD promoter region을 연구한 자료에 따르면
upstream 쪽 -55~-325 부위에 PPARs binding sites를 포함
한 여러 군데의 positive cis-regulatory element들이 존재하
고 -1380~-2240 부위에는 negative regulatory element들이
있을 것으로 추측하고 있다22).
인슐린 저항성을 동반한 질환들에서 포도당 대사 이상과
함께 지방산 대사 조절의 이상은 충분히 예견되고 간장과
같은 기관에서는 많은 연구가 진행되었다. 하지만 인슐린의
주요 표적 장기인 골격근과 에너지 소모량의 60~70%를 지
방산산화로부터 얻는 심장과 같은 기관들에서지방산대사
조절에 대한연구는상대적으로부족하며 특히지방산산화
및 합성 조절에 핵심적인 역할을 할 것으로 생각되는 MCD
의 효소 활성, mRNA 수준에서의 조절, 단백질 발현에서의
조절, 그리고 PPAR agonist들과 MCD의 상호관계 등의
pathophysiological condition들에서의 연구는 더욱 미흡하
다. Young 등15)이 발표한 논문에 따르면 SD rat에 고지방
식을 섭식시키거나, 일정기간 굶겼을 때, 그리고
streptozotocin으로 당뇨병을 유발시켰을 경우 혈장 내
nonesterified fatty acid들 농도가 모두 의미 있는 수준으로
증가하였고 동시에 쥐 심장과 골격근의 MCD mRNA 발현
이 증가하였다. 이 결과는 지방산이 MCD mRNA 발현에
어떤 역할을 함을 암시한다고 볼 수 있다. 또한 PPAR-α
agonist 함유 먹이를 먹은 쥐의 심장과 골격근 내 MCD
mRNA 발현이 증가하였지만 PPAR-γ agonist 함유 먹이를
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먹은 쥐에서는 오히려 MCD mRNA 발현이 감소하였다. 또
한 고지방식을 섭취한 쥐의 심장 내 MCD 활성은 감소하
였다.
본연구에서는근육세포를재료로하여 pathophysiological
condition들 즉 hyperlipidemic condition과 hyperglycemic
condition에서 세포들에 동시에 rosiglitazone과 WY14,643
등의 PPAR agonist들을 처리하여 MCD 활성, mRNA 발
현, protein 발현 등의 변화를 enzyme activity assay, real
time RT-PCR, Western blotting 등의 실험을 통해 알아봄
으로써 고지방 및 고포도당 조건의 병적 상태에서 MCD가
지방산 대사 조절에 어떻게 작용하는가를 연구하였고
PPAR-α 단백질 발현량 측정을 하였다. 이와 같은 MCD에
대한 직접적인 연구와 함께 지방산 산화 시험 (palmitate
oxidation test)을 수행하여 MCD의 지방산 대사 조절 기능
을 증명하였다. 또한 PPAR-α 구조 유전자를 정상 근육 세
포에 transfection하여이를과 발현 시킨 후지방산산화실
험과 PPAR-α 단백질 발현량을 측정하여 지방산 산화에 미
치는 PPAR-α의 작용을 참고로 알아보았다.
대상 및 방법
1. 재료
H9c2 근육 세포주는 한국 세포주 은행에서 구입하였다
(서울, 대한민국).
세포배양 시약들은 제일생명공학 (서울, 대한민국)과
GIBCO (Carlsbad, California, USA)에서 구입했다. 방사성
동위원소들은 다음과 같은 회사들로부터 구입했다:
American Radiolabled chemicals, Inc. (St Louis, MO,
USA), PerkinElmer Life Sciences, Inc (Boston, MA,
USA). ABI Prism 7700 Sequence Detection System과
TaqMan EZ RT-PCR Core Reagents은 Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA)에서 구입했다. rat
MCD/Luc reporter gene (+1~-325)은 김유삼 교수 연구실
(연세대학교, 서울, 대한민국)로부터 공여 받았다. rat
PPAR-α 구조유전자는 안용호 교수 연구실 (연세대학교, 서
울, 대한민국)로부터공여 받았다. reporter gene assay에쓰
이는 luciferase assay system은 Promega (Medison, WI,
USA)에서 구입했고 O-nitrophenyl β-D-galactopyranoside
(ONPG)는 SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, USA)에서
구입했다. 항체들은 다음과 같은 회사들로부터 구입했다:
guinea pig polyclonal anti-MCD (PEPTRON, Inc., Seoul,
Korea), goat polyclonal anti-PPAR-α (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., California, USA), goat polyclonal
anti-cyclophilin B (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
California, USA). chemiluminesence Western blot
detection kit는 Amersham Pharmacia Biotech (Little
Chalfont , England)로부터 구입했다.
2. H9c2 근육 세포주의 배양과 처치
6 well 혹은 12 well 배양 접시에 세포를 분주한 뒤
10% fetal bovine serum (FBS) 함유 배지 (DMEM-F12,
5.5 mM 포도당 농도의 DMEM 저포도당 배지)로써 80%
정도 confluence해질때까지자라게 한뒤 1% FBS 함유분
화 배지로 배지를 갈아주고 4일 동안 myotube 상태로 분화
를 시킨다. 4일 동안 분화 중 2일째 때 배지를 바꿔주면서
고농도지방 (0.1 mM palmitate) 혹은 고농도포도당 (16.5
mM glucose) 상태를 만들어주고 동시에 rosiglitazone (5 μ
M) 과 WY14,643 (10 μM)을 처리한다.
3. HepG2 간장 세포주의 배양과 처치
6 well 혹은 12 well 배양 접시에 세포를 분주한 뒤 10%
FBS 함유 배지 (DMEM-F12)로써 80% 정도 confluence해
질 때까지 자라게 한 뒤 세포의 생장을 멈추게 하기 위해
1% FBS 함유 배지로 갈아 준 다음, 2일 동안 고지방 (0.1
mM palmitate) 상태를 만들어주고 동시에 rosiglitazone (5
μM) 과 WY14,643 (10 μM)을 처리한다.
4. 쥐 골격근 세포 배양과 처치
Blau와 Webster23) 및 Sarabia 등24)의 방법을 응용하여
쥐 골격근 배양을 시행한다. 생검 후 골격근 조직을 15 mL
DMEM/F-12 media에 넣어 조직을 잘게 분해시킨 다음 실
온에서 25 mL 0.05% trypsin/EDTA에서 30분간 3번에 걸
쳐 세포를 분리한다. 분리하는 동안 모은 세포는 4℃에 보
관한다. 분리된 세포액을 1200 rpm에서 4분 동안 원심 분
리한 후, 상층액을 버리고 남은 세포를 골격근 배양액
(DMEM/F-12 with 10% FBS, 1% Antibiotics)을 넣어 재
부유 시킨다. 혼합된 세포액을 100 mm 배양 접시에 넣어
95% O2/ 5% CO2 incubator에 넣어 배양시킨다. 배양액은
2일에 한번 바꾸어 주어 70~80% confluence가 이루어지는
때에실험에이용한다. 분화및 처치는 H9c2 근육 세포주의
방법에 따른다.
5. MCD 효소 활성 측정
6 well 배양접시에서 4일동안분화시키고그중 2일 동
안 처치한 세포들을 0.5 mL MCD 추출 완충용액 (pH 7.4
HEPES buffer containing protease inhibitors: 0.575 mM
PMSF, 0.002 mg/mL leupeptin, 0.001 mg/mL pepstatin A,
0.002 mg/mL aprotinin, 1 mM EDTA, 10 μM DTT)을 넣
고 수확 및 파쇄를 한 뒤 13,000 rpm에서 5분 동안 원심분
리를 하여 그 상층액을 효소액으로 사용한다. MCD 효소
활성 측정은 14CO2 포집방법을 이용하는데 다음과 같다. 적
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당량 (20~30 μg)의 효소액을 1 mM pH8.0 Tris-HCl, 0.02
mM DTE, 0.018 mM malonyl-CoA[(hot:cold=1:3) 0.0375
μCi], 증류수 등을 함유한 반응 혼합액에 첨가하여 최종 부
피가 150 uL가 되게한다. 1시간 30분동안 반응을시킨뒤
10% perchloric acid 25 μL를 첨가하여 반응을중지시킨 다
음얼음속에서 20분 동안 방치하여 14CO2가충분히포집되
도록 한다. 14CO2를 포집한 종이를 vial에 옮기고
scintillation solution을 넣고 counting을 한다.
6. MCD mRNA 발현량 측정
MCD mRNA 발현량을측정하기 위해 세포들을 각처치
군 당 3개씩 100 mm 접시에 분주, 분화, 그리고 처치한 뒤
mRNA 추출 시약인 TriZol을 1 mL씩 넣고 매뉴얼에 따라
mRNA를 추출한다. MCD mRNA 발현량 측정은 real time
RT-PCR (ABI Prism 7700 Sequence Detection System)
방법을 사용하는데 TaqMan EZ RT-PCR Core Reagent들
을 사용하여 수행한다. 50 μL 반응혼합물의 구성은다음과
같다.
100 ng total RNA, TaqMan EZ buffer, 3 mM Mn
(OAc)2, 300 μM dATP, 300 μM dCTP, 300 μM dGTP,
600 μM dUTP, 200 nM MCD forward and reverse
primers (or 200 nM Cyclophilin forward and reverse
primers), 100 nM MCD Probe (or 100 nM cyclophilin
Probe), 0.1 U/L rTth DNA Polymerase, and 0.01 U/L
AmpErase.
one-step real time RT-PCR의 조건은 다음과 같다.
2 min at 50℃ (initial step), 30 min at 60℃ (RT step),
5 min at 95℃ (deactivation step), 40 thermal cycles of 20
seconds at 94℃ (melting) and 1 min at 62℃ (annealing
and extend)
7. 유전자 이입 (Transfection)
가. 6 well 배양 접시에 세포를 80%정도 confluence하게
자라게 한 다음
나. (1) 한 well 당 100 μL 배지 (무 혈청) + 3 μL
Lipofectamine
(2) 한 well 당 100 μL 배지 (무 혈청) + 1 μg
plasma DNA + 2 μL Plus reagent, (1)과 (2)를
각각 고르게 섞은 뒤 상온에서 5분 동안 배양
다. (1)과 (2)를 섞은 다음 30분 동안 상온에서 배양
라. 배지 (무 혈청) 800 μL를 각 well에 넣어준다
마. 각 well에 transfection complex를 옮김
바. 37℃에서 3시간 동안 배양
사. Lipid/DNA를 제거
아. 각 well을 PBS로 닦아주고 혈청을 포함한 배지를 넣
은 다음 밤새워 배양
8. Reporter gene assay
가. Luciferase assay reagent 준비
Luciferase assay substrate를담은 용기에 assay buffer를
첨가한다.
나. 세포 파쇄액 준비
2일 동안 고지방, 고포도당, 그리고 동시에 PPAR-γ와
PPAR-α agonist를 처리한 후 MCD promoter gene
construct를 transfection시킨 배양한 세포에서 배양액을 제
거한 뒤 phosphate buffered saline (PBS)으로 씻어준 다음
배양 접시의 각 well에 1 × lysis buffer를 넣고 파쇄 후
12000 g에서 원심분리를 하고 상층액만 취한다.
다. Luminometer를 사용하여 측정
Luminometer tube에 20 μL의 세포 파쇄액을 넣고 100
μL의 substrate를 첨가하여 측정한다.
라. β-galactosidase assay
96 well plate에 세포 파쇄액 50 μL를 넣고 2 × buffer
50 μL를 첨가한 뒤 잘 섞고 용액의 색깔이 약한 노란색을
띨 때까지 37℃에서 30분 동안 반응시킨 다음 1 M sodium
carbonate 150 μL를 첨가하여 반응을 중지시킨 후 420 nm
파장에서 흡광도를 측정한다.
9. 단백질 발현량 측정 (Western blot analysis)
세포가 80% 정도 confluence하게 자란 100 mm 배양접
시에 단백질 추출액 200 μL를 넣고 수확 후 50초 동안
voltexing을 하여 세포를 파쇄한 뒤 20분 동안 영하 20℃
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Fig. 1. The alteration of MCD activities in hyperglycemic (A) and hyperlipidemic
(B) conditions. Fully differentiated myotubes were treated with 5 uM rosiglitazone
and 10 uM WY14,643 in hyperglycemic condition and in hyperlipidemic condition.
Only WY-14,643 increased MCD enzyme activity in hyperglycemic and
hyperlipidemic conditions.
* P < 0.05




















































Fig. 2. The alteration of MCD mRNA expressions in hyperglycemic (A) and
hyperlipidemic (B) conditions. The elevation of MCD mRNA expression by PPAR
agonists was observed in hyperlipidemic condition, however, not in hyperglycemic
condition.
* P < 0.05
냉동고에 방치한 후 15,000 rpm에서 10분 동안 원심분리
하여상층액만을 분리하여 모은 뒤 Breadford 방법으로 단
백질량을 측정한 뒤 SDS-PAGE를 실시한다. 전기영동이
끝나면 바로 nitrocellulose membrane에 1시간 30분 동안
transfer를한 뒤 5% (w/v) fat-free milk powder / TBS-T로
써 overnight blocking을 실시한다. blocking 후 TBS-T로써
10분씩 3번 씻어내고 난 다음 2% (w/v) fat- free BSA /
TBS-T에 희석시킨 anti-MCD 또는 PPAR-α polyclonal
primary antibody를 2시간 동안 처리한다. TBS-T로써 10분
씩 3번 씻어낸 뒤 5% (w/v) fat-free milk powder / TBS-T
에 희석시킨 HRP-conjugated secondary antibody를 1시간
동안 처리한 후 TBS-T로써 10분씩 3번, TBS로 10분 동안
1번 씻어낸 뒤 ECL western blotting detection reagent들을
처리하여 반응을 시킨 뒤 결과를 확인한다. 대조 단백질로
서 cyclophilin을 사용하였다.
10. 지방산 산화량 측정 (Palmitate oxidation)
Palmitate oxidation 측정은 Rognstad의 방법25)을 변형하
여 사용한다. 즉, 12 well 배양접시에서 세포를 serum-free
media 490 μL를 넣고 배양하는데, 10 μL의 기질액
([9,10-3H] palmitic acid, 0.2 μCi, final concentration = 5
μmol/L)을 첨가하여 3시간 동안 37℃ 95% O2 : 5% CO2
incubator에서 배양한다. 배양 후 배양액 100 μL를 ion
-exchange resin이들어 있는 column에넣고배양액이 충분
히 내려간 후에 증류수 0.75 mL를 두번에 걸쳐 넣어준다.
이때 non-oxidized palmitate (charged state)는 resin에걸려
column안에 머무르게 되고, oxidized palmitate는 자유롭게
column을 통과하여 물 (HO3H)의 형태로 아래로 흘러 vial
에 모아진다. 3H의 radioactivity를 liquid scintillation
spectrophotometer를 이용하여 측정한다.
11. 통계학적 분석
두 실험 군 사이의 통계학적으로 의미 있는 차이 여부는
Student's t-test를 사용하여 결정하였고 P < 0.05일때 의미
있는 값으로 하였으며 모든 실험 결과는 평균값 ± 표준 오
차로써 나타내었다.
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Fig. 3. The result of MCD promoter gene assay in hyperglycemic
and hyperlipidemic conditions. The expression rate of MCD
promoter gene was increased by PPAR agonists in hyperlipidemic
condition, however, not in hyperglycemic condition.
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Fig. 4. The alteration of MCD protein expressions in hyperglycemic (A) and
hyperlipidemic (B) conditions. MCD protein expression that was decreased in
hyperlipidemic condition was increased by treatments of PPAR agonists. In
hyperglycemic condition PPAR agonists increased MCD protein expression.
* P < 0.05
결 과
1. MCD 효소 활성
H9c2 근육세포를배양접시에 80%까지 자라게한 후생
장배지 (혈청 10% 함유)에서 분화용 배지 (혈청 1% 함유)
로 바꿔주어 4일 동안 분화시킨다. 분화 중 마지막 2일 동
안 고포도당 및 고지방 처리를 해주고 동시에 PPAR-γ와
PPAR-α agonist를 처리해 준다. 배양이 끝난 뒤 배지를 제
거하고 phosphate buffered saline (PBS)을사용하여 세포를
씻어준 다음수확하고 파쇄하여 MCD 효소 활성측정을위
한 효소 추출액을 제조한다.
14CO2 포집방법을 사용하여 MCD 효소 활성을 측정한
결과 PPAR-α agonist인 WY-14,643만이 고지방 및 고포도
당 상태에서 저하된 MCD 효소 활성을 증가시켰다. 그러나
PPAR-γ agonist인 rosiglitazone은 고지방 및 고포도당 두
조건에서 MCD 효소 활성을 증가시키지 못하였다 (Fig. 1).
2. MCD mRNA 발현량
Real time RT-PCR 실험 방법을 이용하여 MCD mRNA
발현량을 측정한 결과 고포도당 조건에서는 정상 대조군,
고포도당 대조군, 그리고 rosiglitazone 및 WY14,643 처리
군들 사이에 의미 있는 MCD mRNA 발현량의 차이가 없
었다. 그러나 고지방 조건에서는 고지방 대조군이 정상 대
조군보다 1/4 정도로 감소하였는데 rosiglitazone 및
WY14,643 처리를 하면 두배 이상 MCD mRNA 발현량이
증가하였다 (Fig. 2).
3. MCD reporter gene assay
MCD promoter gene construct (+1~-325)를 H9C2 세포
에 이입시킨 후 reporter gene assay를 한 결과 real time
RT-PCR 결과와 유사하게 고지방 조건에서만 PPAR-α와
PPAR-γ agonist들이 MCD promoter gene의 발현율증가를
일으켰다.
즉 고포도당 조건에서는 각 실험군들 사이에 MCD
promoter gene 발현율에 차이가 없었다. 그러나 고지방 조
건에서는 rosiglitazone 및 WY14,643 처리를 받은 실험군
이 고지방 대조군보다 MCD promoter gene 발현율이 증가
하였다. MCD real time RT-PCR 결과와 달리 고지방 대조
군이 오히려정상대조군보다 promoter gene 발현율이약간
더 증가하였다 (Fig. 3).
4. MCD 단백질 발현량
고포도당 조건에서 MCD 단백질 발현량은 정상 대조군
과 통계학적으로 의미 있는 차이는 없었고 고포도당조건에
서 PPAR-γ․-α agonist들인 rosiglitazone과 WY-14,643을
처리했을 경우 단백질 발현량이 증가했다. 고지방 조건에서
는 정상 대조군의 MCD 단백질 발현양의 42%로 저하되었
고 rosiglitazone과 WY-14,643을처리했을 때 2배 이상 발
현량이 증가하였다 (Fig. 4).
5. H9c2 근육 세포주와 HepG2 간장 세포주에서 지방
산 산화
H9c2 근육 세포주의 경우 고포도당 조건에서 각 실험군
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Fig. 5. The effects of PPAR agonists on palmitate oxidations from H9c2 cells (A, B) in
hyperglycemic (A) and hyperlipidemic (B) conditions, and from HepG2 cells (C) in hyperlipidemic
condition. Palmitate oxidation was increased in only hyperlipidemic condition.
The increase of palmitate oxidation from H9c2 cells occurred only in hyperlipidemic condition, but
palmitate oxidation rates among hyperlipidemic control group and PPAR agonists treated groups were
not different. HepG2 cells in hyperlipidemic condition was like to the palmitate oxidation aspect of
H9c2 cells in same condition.
* P < 0.05






















































Fig. 6. The effects of PPAR agonists on palmitate oxidations from primary cultured rat
skeletal muscle cell in hyperglycemic (A) and hyperlipidemic (B) conditions. There was
no differences among experimental groups in hyperglycemic condition. But in
hyperlipidemic condition the palmitate oxidation rates of hyperlipidemic control group
and PPAR-α agonist treated group were more increased than normolipidemic control
group and hyperlipidemic control group respectively, however, the palmitate oxidation
rate of PPAR-γ agonist treated group was decreased in comparison with hyperlipidemic
control group.
* P < 0.05
들간에 지방산산화량차이는 없었다. 그러나고지방조건
에서는 고지방대조군과 PPAR-α, -γ agonist들을처리한 군
들이 정상 대조군에 비해 지방산 산화량이 약 3.8배 증가했
다. 그러나 고지방 대조군과 agonist들을 처리한 군들 사이
에 지방산 산화량에 차이는 없었다.
고지방 조건에서 HepG2 간장 세포주의 지방산 산화 양
상 또한 H9c2 근육 세포주와 마찬가지로 고지방 대조군과
PPAR-α, -γ agonist들을처리한 군들이정상대조군에비해
지방산 산화량이 증가하였다. 그러나 고지방 대조군과
PPAR agonist들을 처리한 군들 사이에 지방산 산화량에차
이는 없었다 (Fig. 5).















































Fig. 8. The variations of palmitate oxidation (A) and PPAR-α protein
expression (B) rates after PPAR-α structural gene overexpression. PPAR-α
overexpression group showed increased palmitate oxidation rate and PPAR-α
protein expression as comparison with control group.
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Fig. 7. The alteration of PPAR-α protein expression
in hyperlipidemic condition
In hyperlipidemic condition, only protein expression
of WY14,643 treated group was increased.
* P < 0.05.
6. 배양한 쥐 골격근 세포의 지방산 산화
배양한 쥐 골격근 세포에서도 고포도당 조건에서는 각
실험 군들 사이에 지방산 산화량에 차이는 없었다. 고지방
조건에서 정상 대조군보다 고지방 대조군이 2배 이상 지방
산 산화량이 증가 하였으며 PPAR-α agonist를 처리한 군이
고지방 대조군보다 지방산 산화량이 49% 더 증가했다. 그
러나 PPAR-γ agonist를 처리한 군은 고지방 대조군보다오
히려 지방산 산화량이 감소하였다 (Fig. 6).
7. PPAR-α 단백질 발현량
고지방 조건에서 정상 대조군, 고지방 대조군, 그리고 고
지방 조건에서 rosiglitazone을 처리한 실험 군들은 모두 동
일한 수준의 PPAR-α 단백질 발현 양상을 나타냈고 PPAR-
α agonist인WY-14,643을처리한 실험군에서만 다른 실험
군들에 비해 PPAR-α 단백질 발현량이 약 2배로 증가하였
다. 결과에는 배제하였지만 고포도당 조건에서는 오직
PPAR-α agonist인 WY-14,643을 처리한 실험 군에서만
PPAR-α 단백질 발현 띠가 관찰되었다 (Fig. 7).
8. PPAR-α 구조 유전자를 과발현시킨 상태에서 지방
산 산화량의 변화와 PPAR-α 단백질 발현량의 변화
PPAR-α 구조 유전자를 과발현 시킨경우 대조군보다 지
방산 산화량이 증가하였다. PPAR-α 구조 유전자를 과발현
시키면서 동시에 WY14,643을 처리한 실험군은 과발현만
시킨 실험군보다 지방산 산화량이 증가는 하였지만 통계학
적 의미는 없었다. PPAR-α 단백질 발현량 변화 또한 지방
산 산화량 변화와 마찬가지로 PPAR-α 구조 유전자를 과발
현시킨 경우대조군보다 증가함. 하지만 PPAR-α 구조 유전
자를 과발현 시키면서 동시에 WY14,643을 처리한 실험군
은 과발현만시킨실험군보다 단백질 발현량이더 증가하지
는 않았다 (Fig. 8).
고 찰
최근 발표된 논문에 따르면 WY-14,643 처리를 받은
hepatoma cells과 fenofibrate (PPAR-α agonist)를 먹인
Otsuka Long-Evans Tokushima fatty (OLETF) rat에서
MCD mRNA 발현이 증가하였음이 보고되었다. 같은 논문
에서 PPAR-α는 MCD promoter내의 PPREs에 결합함으로
써 rat hepatic MCD transcription을 촉진시키고 따라서
MCD는 malonyl-CoA의 농도를 변화시킴으로써 지방산 산
화와 활성화된 PPAR-α 사이의 조절 기전을 이해하는데 중
요한 역할을 할 수 있다고 보고하고 있다27).
Campbell 등28)의 보고에서는 PPAR-α가 결여된 생쥐의
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심장 내 감소된 지방산 산화율과 증가된 포도당 산화율은
malonyl-CoA 농도의 증가 및 MCD 발현의 저하와 관련이
있음을 주장하고 있다. 또한 WY-14,643이 PPAR-α를 활성
화시켜 심장과 골격근에서 MCD의 mRNA 발현을 증가시
켰지만 PPAR-γ agonist인 troglitazone은 MCD mRNA 발
현을 감소시켰으며 지방산 자체가 쥐의 심장과 골격근에서
MCD의 발현을 유도했다는 보고도 있다26). 이밖에 다른
PPAR-α agonist인 GW7647은 primary human skeletal
muscle cells에서 MCD의 mRNA 발현을 증가시켰다는 논
문도 발표되었다29).
본 연구결과 H9c2 근육 세포주에서 malonyl-CoA
decarboxylase (MCD)는 고지방 조건에서 PPAR-γ와 -α
agonist들인 rosiglitazone과 WY-14,643의 자극을 받아 효
소활성 (activity), mRNA 발현, 그리고 단백질 발현 등이
증가하였는데 특히 WY-14,643의 효과가 두드러졌다. 반면
고포도당 조건에서는 rosiglitazone이 MCD 효소활성에 영
향을 끼치지 못했으며 오직 WY-14,643만이 MCD의 효소
활성과 단백질 발현량 둘 다를 증가시켰다.
MCD mRNA 발현이 고지방 조건 시 고지방 대조군이
정상 대조군보다 1/4 정도로 감소하였는데 MCD reporter
gene assay에서는 고지방 조건에서 대조군보다 16% 정도
promoter의 발현 (normalized luciferase activity)이 증가하
였다. Rat MCD gene promoter의 특징은 -55~-325 region
에 positive cis-regulatory elements이 결합을 하고 -1380
~-2240 region에는 negative regulatory elements이 존재할
것으로 추측22)하고 있는데 본 연구에서 사용된 MCD
reporter gene construct는 +1~-325 region의 promoter gene
이다. 따라서 real time RT-PCR을 이용한 MCD mRNA 발
현량 측정 실험에서는 H9c2 세포 MCD의 +1~-2240의 전
체 promoter region이 존재하므로 고지방 조건을 위해 처리
한 palmitate가 promoter의 upstream region (-1380~-2240)
에 결합하여 negative regulator로 작용하여 대조군보다
mRNA 발현량이 현저하게 감소한 것으로 추론을 할 수 있
다. 같은 맥락에서 negative regulatory elements이 결합할
자리가 없는 짧은 MCD promoter gene을 사용한 MCD
reporter gene assay에서는 palmitate가억제작용을하지못
하여 오히려 약간 증가한 양상을 보인 것으로 생각할 수 있
다.
WY-14,643은 PPAR-α와 결합하여 이를 활성화시키고
활성화된 PPAR-α는 고지방 상태에서 저하된 MCD의
transcription과 translation을 증가시켜 MCD 효소활성을 증
가시켰다고 추론할 수 있다. PPAR-γ는 지방조직에서 주로
발현되고 adipogenesis와 lipogenesis를 촉진하며 인슐린 저
항성 개선에 관여한다고 일반적으로 알려져 있으며 골격근
세포에서는지방세포의 5~10%의 PPAR-γ 발현율을 보인다
고 한다30). PPAR-γ agonist인 rosiglitazone이 고지방 조건
에서 MCD의 mRNA 발현과 단백질 발현을 증가시켰음에
도 MCD 효소활성이 증가하지 않은 것은 rosiglitazone 처
리 조건에서 MCD 효소 단백질이 합성된 후 어떤
posttranslational modification이 발생하여 MCD 효소활성
이 증가하지 않은 것일 수 있다는 조심스러운 추론을 할 수
있다. MCD와 PPAR-γ 그리고 rosiglitazone간의 상관관계
를 밝힌 연구는 매우 드물며 앞으로 이 관계를 다루는 연구
및 고찰이 필요하다.
심한 lipoatrophic diabetes 동물 모델인 A-ZIP/F-1 생쥐
에서 WY-14,643을 처치하면 혈청 내 중성 지방
(triglyceride)과 지방산 수준이 정상화되었고, 간장과 근육
내 중성 지방 함량을 낮추었다21). Dominant-negative
muscle-specific IGF-Ⅰreceptor (MKR) 생쥐에서 WY
-14,643을 처치하면 간장 내 CD36 (지방산 획득 단백질)의
mRNA 발현이 증가하고, 근육 내 uncoupling protein 3
(UCP 3)의 mRNA 발현이 높아졌으며 결과적으로 간장과
근육의 중성 지방 함량이 감소하였다는 보고가 있다31).
OLETF 쥐의 islet과 soleus muscle에서 PPAR-α agonist
인 fenofibrate와 PPAR-γ agonist인 rosiglitazone 등이지방
산 산화를 증가시켰다는 보고 또한 있다32).
본 연구 결과에서 H9c2 근육세포에서는 고지방 대조군
및 고지방에 rosiglitazone과 WY-14,643을 처리한 실험군
들이 정상 대조군보다 3배 정도 지방산 산화가 증가하였으
나 고지방 대조군과 고지방에 rosiglitazone과 WY-14,643
을 같이 처리한 실험군들 간에 차이는 없었다. 고지방 조건
에서 HepG2 간장 세포주에서 수행한 지방산 산화 실험에
서도 H9c2 근육세포에서와 동일한 결과를 얻었다. 배양한
쥐 골격근 세포에서 수행한 고지방 조건에서 지방산 산화
실험결과는고지방대조군이 정상 대조군보다 2배이상 산
화량이 증가한 것은 H9c2 근육세포와 같았지만
rosiglitazone을 처리했을 때는 오히려 고지방 대조군보다
더 낮아졌고 WY-14,643을 처리했을 때는 고지방 대조군보
다 49% 이상 더 증가하였다. 고포도당 조건에서 수행한 지
방산 산화 실험에서는 H9c2 근육세포와 배양한 쥐 골격근
세포 둘 다에서 각 군 간 지방산 산화량에 차이가 없었다.
이상의 결과에서 고지방 조건 자체가 지방산 산화를 자
극하는 요인이 됨을 알 수 있고 쥐 골격근 세포의 실험결과
로부터 PPAR-α agonist인 WY-14,643이 지방산에 의해 증
가된 지방산 산화를 더 촉진함을 알 수 있다. H9c2 근육세
포와 쥐 골격근 세포 사이에 고지방 조건에서 지방산 산화
양상이 PPAR agonists을 처리하였을 때 다르게 나타난 것
은 세포주 (cell line)와 생체에서 바로 떼어내 배양한 세포
간의 세포 특이성 차이때문인 것으로 추론할수있다. 이는
HepG2 간장 세포주와 H9c2 근육 세포주에서 수행한 고지
방 조건에서 지방산 산화 양상이 같은 데서도 증명된다.
고포도당 조건에서 각 세포와 실험 군들에서 지방산 산
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화가 차이가 없는 것은 포도당 농도의 증가가 직접적으로
지방산 산화에 영향을 미치지 못하며 고포도당 인자는
PPAR들을 자극하지 못한다고 추론할 수 있다.
Rosiglitazone이 지방산 산화를 증가시켰다는 보고는 있
으나 그 정확한 기전 및상세한 연구는 아직 부족한 상황이
고 향후 PPAR-γ agonist와 지방산 산화 사이의 관계에 대
한 더 심도 있는 연구가 필요할 것이다.
지방산 산화 실험 결과에 보충적인 설명을 위하여 고포
도당 및 고지방 조건에서 PPAR-α의 단백질 발현량을 알아
본 결과 고포도당 조건에서는 PPAR-α의 발현이 각 실험군
들에서 거의일어나지 않았으며고지방조건에서는 정상 대
조군, 고지방 대조군, 그리고 rosiglitazone 처리군들 간에는
발현량에 차이가 없었으나 고지방 조건에서 WY-14,643을
처리하였을 때는 다른 세 실험 군들보다 2배 정도 단백질
발현량이 증가하였다. 이 결과로부터 WY-14,643이 PPAR-
α를 자극하여 그 단백질량을 증가시켜 결국 지방산 산화를
증대시킴을 알 수 있다.
PPAR-α가 Knock-out된 생쥐에서 PPAR-δ의 지방산 자
극 효과로 인해 별다른 지방산 산화의 감소 효과가 일어나
지 않았다는 보고가 있고33), 지방조직에서 PPAR-δ의 in
vivo activation은 지방산 산화를 통한 에너지 소비의
up-regulation을 유도하고 결과적으로 혈청 내 중성 지방과
유리 지방산 수준은 감소하고 지질 축적 역시 떨어지게 되
며 에너지 항상성을 유지하기 위한 sensor로서 PPAR-δ는
작용 (과식과 유전적인 요인에 의한 비만을 막기 위한)하며
PPAR-δ와 PPAR-α는 동시에 지방산 연소를 증가시킨다는
보고가 발표되었다34).
H9c2 근육 세포에서 PPAR-α 단백질 발현이 정상 대조
군에 비해 고지방 대조군과 rosiglitazone 처리군들에서 증
가하지 않았음에도불구하고 고지방 조건의 지방산 산화 실
험에서는 정상 대조군에 비해 3배 정도 증가한 것은 H9c2
근육 세포 안에 존재하는 PPAR-δ의지방산자극효과때문
인 것으로 추론할 수 있다.
정상 조건에서 H9c2 근육 세포에 PPAR-α 구조 유전자
를 transfection시켰을 때, 그리고 동시에 WY-14,643을 처
리하였을 때 지방산 산화량 변화를 본 실험 결과에서 대조
군보다 PPAR-α 구조 유전자를 transfection시킨 군들에서
통계학적으로 의미있는증가가나타난것은 지방산산화에
PPAR-α가 촉진 인자로서 작용함을 증명하는 것이다.
결론적으로 근육세포 특히 H9c2 근육 세포에서 고지방
조건으로 인해 유도된 대사 이상은 PPAR-α agonist인
WY-14,643의 PPAR-α 활성화와 그에 따른 MCD 효소 활
성의 증대와 지방산 산화 수준의 높아짐 등의 효과를 통해
개선이 되었다고 할 수 있다.
그러나 PPAR-γ agonist인 rosiglitazone은 고지방 조건으
로 유도된 대사 이상의 MCD를 통한 개선 효과가 없었다.
고포도당 조건에서 WY-14,643과 rosiglitazone 등을 통한
MCD활성과 지방산산화에 전체적으로별다른 변화가없는
것을 볼 때 고포도당 조건에서 PPAR agonist들의 지방산
산화 대사의개선 효과는없고, 고포도당조건자체가본 연
구의 실험 조건에서는 지방산 산화에 의미 있는 영향을 미
치지 못했다고 볼 수 있다.
앞으로 지방산 대사 특히 지방산 산화에 미치는 PPAR-γ
의 더 장기적인실험 조건에서 그영향을 보는 것과 PPAR-
δ의 지방산 산화 증가와 지방 대사 조절 등을 알아보는 연
구가 필요할 것으로 사료된다.
본 연구는 PPAR-α agonist인 WY-14,643이 MCD의 조
절을 통해서 고지방 조건으로 인해 유도된 대사적 결함을
완화하는 기능을 할 수 있음을 강하게 암시하고 있다. 그러
나 PPAR-γ agonist는 병리적 조건에서 MCD와 지방산 산
화 등과 밀접한 상호관련이 없었다.
즉, 고지방 상태에서 PPAR-α agonist, MCD, 그리고 지
방산 산화 사이에는 강한 상호관계가 존재한다. 그러나 고
포도당 상태에서는 이러한 상호관계가 없다.
요 약
연구배경: 골격근과 심장에서 지방산대사의조절에 관한
연구는 상대적으로 부족한 실정이다. 특히 지방산 대사에서
필수적인 역할을 할 것으로 추측되는 malonyl-CoA
decarboxylase (MCD)와 PPAR-α․-γ agonist들과의 상호관
계 등에 관한 병리적 조건에서 수행된 연구는 미흡한 상태
이다.
방법: 본 연구에서는 충분히 분화된 H9c2 근육세포들을
고지방 (0.1 mM palmitate) 및 고포도당 (16.5 mM
glucose)같은 병리적 조건에서 5 uM PPAR-γ agonist
(rosiglitazone) 혹은 10 uM PPAR-α agonist (WY14,643)
를 처리한 상태에서 MCD activity assay, MCD real-time
RT-PCR, MCD reporter gene assay, MCD Western
blotting, PPAR-α Western blotting, 그리고 지방산 산화 시
험 (palmitate oxidation test)등의 실험을 수행하였다.
결과: 병리적 조건에서 감소된 MCD 활성은 PPAR-α
agonist인 WY14,643만이 증가시켰다. real-time RT-PCR을
한 결과 PPAR-α 및 PPAR-γ agonist들 둘 다 고지방 조건
에서 MCD mRNA 발현을 증가시켰다.
MCD 단백질 발현은 고지방 조건에서 감소하였지만
rosiglitazone과 WY14,643을처리하였을때 증가하였다. 고
포도당 조건에서 고포도당 대조군은 정상 대조군과 단백질
발현에 차이는 없었으나 rosiglitazone과 WY14,643을 처리
하였을 때 MCD 단백질 발현이 증가하였다.
고지방조건에서 고지방대조군과 PPAR-α․-γ agonist들
을 처리한 군들은 정상 대조군보다 3.8배 더 증가한 지방산
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산화량을 나타내었다.
배양한 쥐 골격근 세포들에서 지방산 산화 시험 결과는
PPAR-α agonist 처리 군이 고지방 대조군보다 49% 더 증
가한 지방산 산화량을 보여 주었다.
PPAR-α 구조 유전자가 과 발현된 H9c2 근육 세포들은
대조군보다 지방산 산화량이 더 증가 하였다.
결론: 이상의 연구를 통해서 PPAR-α agonist인
WY14,643은 MCD를 조절함으로써 고지방 조건으로 인해
유도된 대사적 결함들을완화하는 효과가 있다고 추론할 수
있다. 그러나 PPAR-γ agonist인 rosiglitazone은 병리적 조
건에서 MCD 및 지방산 산화와 밀접한 상호관계를 보여주
지 못했다. 결론적으로 고지방 조건에서 PPAR-α agonist인
WY14,643, MCD, 그리고지방산 산화사이에는 밀접한 상
호관계가 존재한다. 그러나 고포당 조건에서는 이와 같은
상호관계는 관찰되지 않았다.
핵심단어: 고지방, 고포도당, 골격근 세포, 지방산 산화,
H9c2, Malonyl-CoA decarboxylase (MCD), PPAR-α
agonist, PPAR-γ agonist, Rosiglitazone, WY14,643
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